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摘  要 
Ca2+通道在高等植物细胞中参与众多的信号转导过程并起着重要的作用。随
着对 Ca2+通道研究的深入，越来越多不同类型的 Ca2+通道陆续展示在人们的面
前。2000 年 Ishibashi 等在家鼠（rat）中发现了一种新型的 Ca2+通道――TPC1
（Two Pore Channel 1），经研究证明它是一种电压调控的 Ca2+通道。自发现 TPC1
基因以来，先后在拟南芥、水稻、烟草和小麦等植物中也克隆到了 TPC1 基因。
本文采用桐花树等材料，对这种新型的 Ca2+通道基因进行克隆和研究。 
从桐花树等植物中提取基因组 DNA，再根据已知的几种 TPC1 基因保守区
域设计简并引物，用 PCR 法成功地从桐花树等的基因组中扩增出基因组 TPC1
基因片段。 
继而提取桐花树 RNA，以其反转录生成的 cDNA 为模板进行 Touchdown 
PCR 扩增，得到一条 643 bp 的特异性条带，可编码 214 个氨基酸，它与已知的
TPC1 基因同源性高。由这个片段推导的氨基酸序列包括 5 个跨膜片段（TMS）
和 1 个孔道（P）的部分区域，第 4 个跨膜片段富含带正电的氨基酸残基，可能
作为 TPC1 的电压探测器（voltage sensor）。这种结构与电压门控 Na+/Ca2+通道的
第 4 个跨膜片段的结构和性质相似，提示 TPC1 蛋白可能是被电压调控的。 
根据扩增得到的桐花树 TPC1 基因片段设计引物进行 3’和 5’RACE，扩增
桐花树 TPC1 基因未知的 3’和 5’端，并成功得到约 1.9 kb（3’RACE）和约
300 bp（5’RACE）的特异性片段。测序和比对后证实，我们成功扩增到桐花
树 TPC1 基因的 3’和 5’端。 
设计新引物，用 PCR 法扩增出桐花树全长的 TPC1 基因。此基因编码区全
长 2217 bp，编码 738 个氨基酸，全蛋白共含有两个同源结构域，每个结构域含
有六个跨膜区，第五和第六个跨膜区之间有一个允许 Ca2+通过的孔道。在两个
结构域之间，每个结构域还存在一个 EF 臂。此基因与已知 TPC1 基因的同源性
很高。这表明我们已成功克隆到桐花树 TPC1 基因，我们把这个基因命名为
AcTPC1。 
用 pET-22b 连接 AcTPC1 基因后，转化到 BL21 中，用 IPTG 诱导融合蛋白
的表达，并用 SDS-PAGE 分析 AcTPC1 蛋白，在 85 KD 的位置出现了目的条带，









































    Ca2+ channels participate in and play a important role in signal transduction in 
high plant cells. When the study goes deeply, more and more Ca2+ channel types 
present themselves. Ishibashi et al discovered a new type of Ca2+ channel――
TPC1(Two Pore Channel 1)  in rat in 2000. After that, TPC1 genes were cloned in 
Arabidopsis, rice, tobacco and wheat too. In this article, we intend to clone and study 
the TPC1 gene in Aegiceras corniculatum etc.. 
    Genomic DNA was extracted from Aegiceras corniculatum etc., and degenerate 
primers were designed based on conserved domains of known TPC1s , and we 
successfully amplified TPC1 gene fragment from the genomic DNA with PCR.  
    Then we isolated Aegiceras corniculatum RNA and reverse transcripted, the 
cDNA was used as PCR template, and a distinctive band of 643 bp was amplified by 
touchdown PCR. The fragment could encode 214 amino acids and shares high 
homology with known TPC1s. Translated to amino acids, the tentative peptide 
fragment contains 5 transmembrane segments (TMS) and 1 partial pore loop(P) 
segment. The 4th TMS segment harboring plenty of positively charged amino acids 
may serve as a voltage sensor. This structure is similar to S4 of voltage-dependent 
Na+/Ca2+ channels, indicating that TPC1 protein is probably voltage-dependent. 
   Based on the TPC1 fragment, primers were designed to perform 3’ and 5’ RACE 
to get the unknown region. We achieved about 1.9 kb(in 3’ RACE) and about 300 
bp(in 5’ RACE) DNA fragments. After sequencing and BLAST in GenBank, we 
confirmed that we got the unknown 3’ and 5’ regions. 
    We devised new primers and successfully amplified the full length TPC1 gene in 
Aegiceras corniculatum. Its open reading frame(ORF) contains 2217 bp and encodes 
738 amino acids, the protein has two conserved homologous domains, both of which 
contain 6 transmembrane segments and a pore loop between the S5 and S6 in each 
domain. In the center of AcTPC1, each domain has a EF binding arm. The gene’s 
highly identities to known TPC1s demonstrate that we have successfully cloned the 
















    We insert the AcTPC1 into the plasmid pET-22b, and the recombinant plasmid 
was transformed to BL21, and IPTG was used to induce the infusion protein to 
express. In SDS-PAGE, the 85 KD AcTPC1 appears at the right place, indicating the 
successful expression.  
The Ca2+ channel gene――CCH1 was directly disrupted with PCR products in 
Saccharomyces cerevisiae. Functional complementation assay was performed and the 
AcTPC1 can rescue mutant cch1 , indicating the AcTPC1 is a Ca2+ channel.  
From the above results, we confirm the successfully cloning of the AcTPC1 gene 
in Aegiceras corniculatum, a new member of TPC1 family. This work founds the 
groundwork for further investigating TPC1 on the origin, the evolution, the molecular 
structure and the mechanism of switch-on and switch-off; on the function mechanism 
in salt-tolerant; on the effects in signal transduction, cell metabolization, growth and 
development. 
  






























































进步，不仅在质膜中发现了电压依赖的 Ca2+通道（Voltage-Dependent Calcium 
Channel，VDCC）、牵张激活的机械敏感性 Ca2+通道(Stretch-Activated Calcium 
Channel)等，而且在液泡膜中发现了众多具有不同开放调控机制的 Ca2+通道：受
化学信使控制的 Ca2+释放通道、电压调控的 Ca2+通道、钙离子诱导的 Ca2+通道
（Ca2+-induced Calcium Channel）等[3]。 
2000 年 Ishibashi 等在家鼠（rat）中发现了一种新型的 Ca2+通道――TPC1
（Two Pore Channel 1）[4]。经研究证明它是一种电压调控的 Ca2+通道[5-8]，但它
与以往发现的电压调控 Ca2+通道又有所不同。以往发现的电压调控 Ca2+通道是
由α-亚单位和其他几种辅助亚单位组成，其中α-亚单位是 主要的结构和功能单
位。此亚单位都有 4 个同源结构域（Domain），每个结构域含有 6 个跨膜片段
（TMS，TransMembrane Segment）和 1 个孔道（P,Pore Loop）。TPC1 与电压调
控 Ca2+通道的α-亚单位具有很高的同源性，但它又有其独特之处：它只有这种
Ca2+通道α-亚单位的一半，即只含有 2 个同源结构域，而每个结构域又与以往发
现的电压调控 Ca2+通道α-亚单位的结构域相似，也含有 6 个跨膜片段和 1 个孔
道。所以它是一种新型的 Ca2+通道。 
自 2000 年 Ishibashi 等发现家鼠中的双孔通道基因以来，对植物中双孔通道
基因的研究正如火如荼地进行着，这种通道基因相继在不同的物种中被发现：
2001 年 Furuichi 等发现了拟南芥中的 AtTPC1 基因[5]；2004 年 Kadota 等发现了
烟草中的 NtTPC1A 和 NtTPC1B 基因[7]；同年 Kurusu 等发现了水稻中的 OsTPC1
基因[6]；2005 年 Wang 等发现了小麦中的 TaTPC1 基因[8]。可以说，对双孔通道
基因的克隆和对结构、功能等研究是今后生物学研究领域中又一研究热点。 
























图 1.1 拟 南 芥
AtTPC1 蛋白疏水
性－亲水性分析图
谱 。 图 片 引 自
Furuichi，2001。 


































导的水母发光蛋白发光强度比对照强 35％。另一方面，表达反义 AtTPC1 的拟南
芥叶片中，蔗糖诱导的发光明显地受到抑制。表达反义 AtSUC1 和 AtSUC2 的拟
南芥叶片中，蔗糖诱导的发光也明显地受到抑制。这不仅可以证明 AtTPC1 是一
种 Ca2+通道，而且也可以证明 AtTPC1 是一种电压调控的内向整流 Ca2+通道




















（5） TPC1 的生态学效应  
Kurusu 等在悬浮培养的水稻细胞中过表达 OsTPC1 基因，观察其引起的生
态学效应。结果发现，在环境 Ca2+含量为 3 mM（这是通常使用的培养基中的
Ca2+浓度）时，过表达 OsTPC1 基因的水稻细胞生长速度比对照的慢，在环境
















含量为成为细胞生长的限制因素时（0－0.5 mM），过表达 OsTPC1 基因的细胞
反而比对照的生长速度快很多。有趣的是 OsTPC1 敲除的突变株 OsTPC1 在环境
Ca2+含量高达 60 mM 时，居然还能正常生长，这说明没有 OsTPC1 基因的细胞
对 Ca2+的敏感性比对照的低[6]。 
Kurusu 等也观察了过表达 OsTPC1 基因对水稻生长和发育的影响，他们发
现，过表达 OsTPC1 基因的水稻在各个生长和发育阶段中，生长速度都明显地降
低，影响 严重的植株在移栽后就死亡了。过表达 OsTPC1 基因的成熟植株其可
育性也大打折扣。有趣的是，把过表达 OsTPC1 基因水稻幼苗的根置于光照下，
根会变绿，根的叶绿素含量远比对照高很多，而在黑暗条件下则不变绿。这说明
过表达 OsTPC1 基因使细胞加强了对光信号的转导，增加了对光的敏感性[6]。 
(6)  TPC1 参与隐地蛋白(cryptogein)诱导的 Ca2+信号转导 
隐地蛋白是真菌隐地疫霉的一种激发子，可以诱导胞内自由 Ca2+浓度的增
加，防御相关基因的表达，诱导细胞程序性死亡等。在 NtTPC1A 和 NtTPC1B 共
抑制的 BY-2 细胞中，隐地蛋白诱导的[Ca2+]cyt 增加是短暂而微小的，这与对照
组相比是明显受到抑制的表现。这说明 NtTPC1A 和 NtTPC1B 参与了隐地蛋白诱
导的 Ca2+内流。在 NtTPC1A 和 NtTPC1B 共抑制的 BY-2 细胞中，隐地蛋白诱导
的防御相关基因的表达延迟，并受到抑制，细胞程序性死亡也受到抑制；而过表
达 AtTPC1 基因的 BY-2 细胞对隐地蛋白诱导的[Ca2+]cyt 上升、细胞程序性死亡的
敏感性都有所增强。这说明 TPC1 参与了隐地蛋白引起的 Ca2+移动，并在隐地蛋
白诱导的信号转导通路中发挥了至关重要的作用[7]。 
1.3 研究的目的和意义 
    双孔 Ca2+通道 TPC1 基因是植物界中第一次克隆到的电压调控 Ca2+通道基
因。 
TPC1 是 2000 年由日本科学家 Ishibashi 率先发现的[4]，其后又有 Furuichi[5]、
Kadota [7]、Kurusu [6]、 Wang[8]等学者对拟南芥、烟草、水稻和小麦等不同物种
的双孔通道进行了克隆和研究，丰富和发展了对双孔离子通道的认识。但到目前
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